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(54) Probenhalter fur was9erfialtige Pro ben sowie Verfahren zu deren Verwendung 



(57) Der Probenhalter far wasserhaltige Proben sig- 
net sich vorzugsweise for das Einfrieren unter hohem 
Druck von biologlschen Proben, insbesondere Mikro- 
biopsiepraben. Er welst in einer bavorzugten AuslQh- 
rungeform eine gut warmeleitende metallische Kapillare 
(7) auf, die an beiden Stlrnselten mit je einer Ausneh- 
mung (2) zur Aufnahme der Anschliisse fur ein Druck- 
Obertragungsmittel ausgestattet ist. Eine Ummantelung 
in der Form eines Hohlzylinders (8) umgibt diese Kapil- 
lare (7); sie weist in einer bevorzugten Ausfuhrung6form 
in Ihrem mHtleren Tell einen Schlitz (9) quer zur Haupt- 
achse sowie in axialer Richtung eine Bohrung zur Auf- 
nahme der Kapillare (7) auf. Die Ummantelung (8) 
gestattet ein sicheres Manipulieren des Probenhalters, 
verhlndert ein Knicken der dOnnen Metallkapillaren (7) 
beim Einspannen In die 



ertaubt es, die Proben (6) nach AbscHuss des Einfrier- 
zyHus problemlos aus der Apparatur zu entfernen. 

Wahrend des Hochdruckgefrierens bef indet sich im 
Jnnern der Metallkapillare (7) eine wasserhaltige, dunne 
Probe (6), welcha nach einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form ihrerseits in eine Kapillare (10) aus einem porOsen 
Polymerwerksloff, vorzugsweise Zellulose, gefullt ist. 
Die Zellulosekapillare (10) wird nach Eintauchen in 
einen nicht mit Wasser mischbaren Kbhlenwaseerstoff 
(4) (z.B. 1-Penten. 1-Chlorbutan. usw.). der einen nied- 
rigen Getrierpunkt aufwe'ret (<-120°C), in die Metallka- 
pillare eingefuhrt. Dadurch wird eine dUnne Schicht des 



(10) und der Metallkapillare (7) gebikJet. 
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Die Erfindung bezieht sich auf Probenhalter fur 
wasserhaltige Proben, sowie auf ein Verfahren zu deren 
Vorwendung, vorzugswelse fQr das Gelrleren unter 
hohem Druck. 

Eln Verfahren des schnellen Gefrlerens wassertiaJ- 
liger Proben unter hohem Druck iet aus der deutschen 
Paterrlschrlft DE-PS 1 806 741 bekannl. Der Vortell des 
Gefrlerens unter hohem Druck gegenOber Normaldruck 



wahrend des AbkOhlens ca. 2000 bar Druck auf die 
Probe, so reduziert 6ich die zur Vitrrfikation (keine Eis- 
krlstallblldung. kelne Segregaflonen) banottgte AbkOhl- 
rate urn den Faktor hundert, damit iet es moglich 
maximal 200jim d eke, 6Cheibenformkje Proben zu vitri- 
fizieren. Es 1st ebanfallsfesteuhalten. doss bel alrttlliger 
Esbildung unter Druck die Maschengrosse der Segre- 
gationsmuster stark reduziert ist. d.h. ca. 200jun dicks 
wasGerige Proben unter 2000 bar gefroren sind ullra- 
strukturell (Nanometerbereich) optimal erhatten (STU- 
DER D.. MICHEL M.. WOHLWEND M.. HUNZIKER E.B. 
und BUSCHMANN M.D., Vitrification of articular car- 
tilage by high pressure freezing, J. of Microscopy 179 
(1295), 312-332). Bis heute wurde der Vbrteil fur das 
Bnfrieren unter hohem Druck fflr verhaitnismflssig 
dicke Proben (Probendicke im Bereich urn 2 mm) nicht 
erkannt Die Heduktion der Maschengrosse der Segre- 



grosa (ca. 0.8x1.6x1.5m 3 ) und schwer (>600kg). Ihr 
Einsatz ist mil einem Unfallrisiko fur das Bedienungs- 
personal verbunden: Das Aufspritzen wn mehr als 100 
ml fl088igem Stickstoff unter 2000 bar erforderl relativ 
grosse Bohrungen in der Druckkammer, welche 



mikroskop optimal erhalten scheinen, da die im jim- ; 
Bereich liegenden Sagregatlonen nlcht sichtbar sind. 

Der in der Patentschrift DE-B 1 806 741 beschrie- 
bene Probenhalter eignet sich schtecht for die Werter- 
verarbeitung der gefrorenen Proben. Es handelt sich 
dabei urn einen rohrenformigen, einseitjg geschlosse- • 
nen. dOnnwandigen Behfilter aus z.B. Kupfer, der an 
seinem oberen Ende trichterfOrrrig erweitert ist. Die 
Probe im Innern dieses Probenhallers wird durch elne 
Hydraulik unter Verwendung einer DruckObertragerf 10s- 
sigkeit, beispielsweise Wasser, unter Druck gesetzt und 
durch Aufspritzen eines Kuhlmittels von aussen abge- 
kOWt. Es ist bei dieser Vorrichtung fast unmoglich, die 
Proben nach dem Gefrieren weiter zu verarbeiten. 
Durch das Anbringen einer Sollbruchstelle konnte 
wenigstens die sogenannte Gefrieratztechnik (freeze 
etching) angewendet werden. Mlt dieser Technik wer- 
den dunne Metallabdrucke hergestellt, die untersucht 
werden konnen. 

Die kommerziell erhafUichen Hochdruckeinfrierge- 
rate nach dem Stand der Technik verfahren fokjender- 
massen: Sie verwenden flussigen Stickstoff von ca. 
150°C sowohl ate DruckCbertragungs- wie auch als 
KDhknittel. Dessen Temperatur betrflgt bei Normaldruck 
-196°C, bei 2000 aim ist er bei dieser Temperatur fast 
Die apparativen Nachteile derartiger Anlagen, bei 
denen flOssiger Stickstoff sowohl als DruckCbertra- 
gungs- als auch als KQhlmittBl eingesetzt wild, beste- 
hen In folgendem: Die Maschinen sind verhaitnismflssig 



muss. Unfalle sind bekannt; bis heute enlstanden keine 
Personenschaden, der Sachschaden kann jedoch sehr 
hoch ausfallen (5-20kFr). Die Kosten dieser Apparatu- 
w ran sind nach wie vor verhaltnismflssig hoch, da sie In 
Meinen StQckzahlen aus hochwertjgen Werkstoffen 
gefertigt werden mdssen (150-300kFr). 

Die biologiechen Proben befinden sich in derarti- 
gen Anlagen In zwel dOnnwandlgen metallschen Halb- 
75 achalen (sog. aluminium sandwich: 3 mm 
Aussendurchmesser. innerer Durchmesser 2 mm, mit 
variabler Hohlraumdicke von 100-e00(im), die zwischen 
zwei Stahllamellenfestgeldemmt werden. Diese Lamel- 
len sind ihrerseits an einem massiven Stahlkolben (Pro- 
go benhalter) festgeachraubl Dieser Probenhalter wird mit 
der Probe in elne Hochdruckkammer elngefOhrt und 
durch einen massiven Querboizen arretiert Die Hoch- 
druckkammer wird durch einen dichtenden O-Fting am 
Probenhalter verschlossen. 
ss Der EinfrierzyWus lauft in diesen Anlagen fokjen- 
dermassen ab: Urn DruckanstiBg und KDhlung zu koor- 
dinieren, wind die Hochdruckkammer zueret fur ca. 30 
ms mit Ethanol gefullt, urn die torrekte Kbrrelation von 
Druckanslieg und KUhlung zu ermflglichen. Dann wer- 
30 den durch einen Hochdruckzylinder ca. 100 -160 ml kal- 
ter flOssiger Stickstoff in 300-600 ms durch die 
Druckkammer geiertet. Die Druckkammer weist einen 
Auspuff auf, dessen Durchmesser weserrttich kJeiner als 
die Zuleitung dimensioniert ist. Der Druck wird durch 
Stauung an die6em Auspuff aufgebaut. Wurde die 
Druckkammer nicht in der geschilderten Art vorgangig 
mit Ethanol gefullt, wurde die Probe gefroren, bevor sie 
unter Druck gesetzt wurde. Ethanol in der Druckkam- 
mer ist notwendig fur die torrekte Abstimmung von 
Druckaufbau und Kuhlung. Nachteilig wirkt sich dabei 
aus, dass Ethanol in die Probe diffundieren und darln 
Artefakte bilden kann. Zudem werden nach dem 
geschilderten Verfahren Suspensionen oft aus den 
MetallhaJbschalen ausgeblasen. 

Reproduzierbare Resuftate werden dadurch 
errelcht, dass die Halbschalen in 1-Hexadecen 
getaucrrt mit der biologischen Probe bestuckt werden. 
1-Hexadecen weist gegenOber wasserigen LOsungen 
folgende Vorteile auf: Es konnen ausserhab der Probe 
keine Eiskrlstalle entstehen; die kJeine Oberflflchen- 
spannung vermeidet Qasblasen zwischen den Halb- 
schalen, welche beim Druckaufbau kollabieren wurden. 
Da 1-Hexadecen m'rt Wasser nicht mischbar ist, wird die 
wasserige Probe wahrend der Preparation nicht veran- 
dert. Der Gefrlerpunkt liegt bei 4»C, erhoht sich jedoch 
unter Druck (2000 atm.) auf ca. 25°C , wodurch sich 
eine feste, jedoch nicht rigide "Scheie" urn die wasse- 
rige Probe bildet Diese "Schale" ist wichtig urn wahrend 
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des Abkohlprozesses unter hohem Druck die Proben 
nicht zu verlieren, da der Stickstofflluss eine Geschwin- 
digkeit von mehr als 40mfe auf waist (STUDER D., 
MICHEL M. und MULLER M. High pressure freezing 
comes of age, Scanning Microscopy Supplement 3, Vol. 
189, S. 253-269). 

Allerdlngs slnd biologlsche Proben in der Form von 
Suspensionen mil dieser Technik unter Verwendung 
von 1-Hexadecen Immer noch schwlerlg zu handhaben. 
Deshalb wurden for die Aulnahme der blologlschen 
Proben vorzugsweiee Zellulo&ekapiliaren von ca. 200 
|un Innerem Durchmesser und 10 bis 15 jwn Wand- 
siarke der porosen Wand eingesetzt, welche in Stucke 
von ca. 2 mm Lange zugeschnltten, zwlschen de metal- 
lisehen Halbschalen gelegt und leicht eingeWemmt wer- 
den. Diese Zellulosekapillaren sirtd im Probenhalter von 
1-Hexadacen umgeben. Die Proben weiden. wis 
bereils dargestellt, in einer Dmckkammer nach dem 
Stand der Technik gefroren und konnen naoh dem Frie- 
ren aus den dunnwandigen. metalenen Halbschalen, 
die als Probenhalter dienen. 

manuell herausgenommen warden. (H. HOHENBERG, 
K. MANNWEILER, M. MULLER, High-pressure freezing 
of cell suspensions In cellulose capillary tubes, Journal 
of Microscopy 175 (1294), 34-43, insbesondere Fig. 1 
S.35). 

Der Nachteil derartiger Probenaufnehmer aus 
metalischen Halbschalen bestehtdarin, dass die Mani- 
pulation der gefrorenen Proben. insbesondere ihr Ent- 
fernen aus dem festen 1-Hexadecen, schwierig ist und 
haufig zur Beschadigung oder zum Verlust von Proben 
fuhrt. Daneben eignen sie sich aufgrund ihrer Geome- 
trie nlcht fdr die apparativ einfachere und dadurch 
kostengunstigere Drudkuberlragung aui die Probe 
durch einen getrenrtten Kreislauf fur die Druckubertra- 
gungsflQssigkeit, wie er beispielsweise in DE-PS 1 806 
741 beschrieben ist 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand 
dementsprechend darin, Probenhalter fur die Aufnahme 
von wasserhaltigen Proben, insbesondere in Kapllaren 
aus Zelulose oder anderen Werkstoffen, zu konstruie- 
ren, welche for eine Verwendung im Rahmen von Hoch- 

Druckubertragungs- und Kuhlm'rttel geeignet sind und 
eine leichte und sichere Manipulation der gefrorenen 
Proben, insbesondere bei deren Entnahme aus dem 
Probenhalter, gewahrleisten. Zu diesem Zweck war es 
erforderlich. Probenhalter zu konstruieren. welche 

(-) hohe AbkOhlgeschwIndlgkBiten aul die Probe 
Obertragen, 

(-) ein schnelles Einfrieren unter hohem Druck 
ohne Unfallrisiko fOr das Bedienungspersonal 
ermogfchen, 

(-) auf einfache Weise mil den Kapillaren aus Zei- 
lulose oder anderen Werkstoffen bestuckt war- 
den kOnnen, 

(-) ein leichtes und sicheres Manpulieren der 



gefrorenen Probe, namentlich beim Entternen 
der Kapillaren aus dem Probenhalter ermogli- 

e Die Aufgabe wad durch Probenhalter nach dem 
Kennzeichen des Patentanspruchs 1 sowie durch ein 
verfahren zu deren Verwendung nach dem Kennzei- 
chen des Patentanspruchs 10 gelOst. 

Der erf Indungsgemasse Probenhalter beseitlgt den 

io Nachteil schlecht welter verarbeltbarer gefrorener Pro- 
ben. Er ermoglichi es, die gefrorenen Proben auf einfa- 
che und sichere Welse alien bekamten 
WeiterverarbeHung&methoden (Gefrieratzung, Gefrier- 
trocknung, Gefrlersubstilutlon, Gefrlerschnelden. usw.) 

is zuzufiihren. 

Der erMndungsgemasse Probenhalter eignet 6ich 
fOr die Anwendung in Apparaturen, welche einen 
getrennten Kreislauf von Druckubertragungs- und Kuhl- 
mittel aufwelsen, entsprechend den Apparaturen nach 

so der deutschen Patentschrrft DE-PS 1 806 741. Dies 
ermogllcht eine Verwendung in relaliv kleinan und 
kDStengOnstigen Apparaturen fOr das HochdrudkBinfrie- 
ren. Dadurch verringert sich das Betriebsrisiko des 
HochdruckBinfrierens betr&chtJIch . da diese Meinen 

« Apparaturen mit einem Vdumen des Druckubertra- 
gungsmittels von waniger als 1ml auskommen, wah- 
rend die Apparaturen, welche lliissigen Stickstoff 
sowohl als Druckubertragungs- als auch als KQhlmittel 
einsetzen, m'rt den Probenhaltern nach dem Stand der 

30 Technik mindestens 100ml Druckubertragungsmittel 
benotigan. Beim Einsatz der erfindungsgemassen Pro- 
benhalter in den Apparaturen mit getrenntem Kreislauf 
von Druckubertragungs- und KDhlmittel wflrde daher 
bei einem Unfall eine rund hundertmal Weinere Druck- 

sfi mittelmenge als in den Apparaturen mit f liissigem Stick- 
stoff als DruckObertragungs- und KOhlmittel freigesetzt, 
welche nur sehr geringen Schaden anrichten durtte. 

Mit den erfindungsgemassen Probenhaltern wild 
die Vbraussetzung geschaflen, das Einfrieren von Pro- 

40 ben unter hohem Druckfur die Licht- und EleHronenmi- 
kroskopie erfolgreich in Mecfzin und Biologie 
anzuwenden. Das breile SpeWrum von Proben, die m'rt 
den erfhdungsgemassen Probenhaltern unter hohem 
Druck kostengunstig gefroren werden konnen, dOrfte 

4S die AnwendungsmoglichkBiten der Hochdruck-Einfrier- 
Methode in den Naturwissenschaften (UHrastrukturbe- 
schreibung) noch wesentRch erweitern. Das Hoch- 
druck-Eirrfrieran von verhaltnismassig dicken Proben 
erscheint besonders vorteilhaft fur Anwendungen in der 

so Pathoiogie, da mil dem f Or dickers Proben beschriebe- 
nen Probenhalter qualHativ gute histologische Schnitte 
fur die Diagnose in kurzester Zeit, etwa wahrend einer 
laufenden Operation, hergestellt weiden konnen. 
Im folgenden werden bevorzugte Ausfuhrungsfor- 

55 men der erfindungsgemassen Probenhalter sowie 
deren Verwendung anhand von Zeichnungen beispiel- 
haft dargestellt. Dabei zeigen: 
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Fig. l-A einen Langsschnitt eines Probenhalters, 
der aus einem massiven, metallischen, gut 
warmeteitenden Rohr besteht; 

Fig. 1-B einen vergrosserten Querschnitt eine6 

Probenhaltere gemflss B-B In Fig. 1-A: s 

Rg. 1 -C eine vergrflsserte Einzelheit gemass Aus- 
schnltt C In Fig. 1-A; 

Fig. 2-A einen Langsschnitt eines Probenhaltere fur 
zyllndrl&che, dOnne Proben mlt elnem 
Innendurchmesser Im Berelch von 0.3mm; w 

Fig. 2-B einen Querechnitt des Probenhalters 
gemflss B-B In Fig. 2-A; 

Fig. 2-C eine vergrflsserte Einzelheit gemass Aus- 
schnltt C In Rg. 2-A; 

Fig.3-A einen Langsschnitt eines Probenhalters fiir is 
zylindrische, dQnne Proben mit einem 
Innendurchmesser im Bereich von 0.3mm; 

Fig. 3-B einen Querechnitt eines Probenhalters 
gemass B-B In Fig. 3-A; 

Rg. 3-C eine vergrflsserte Einzelheit gemass Aus- so 
schnrtt C in Rg. 3-A; 

Fig. 4-A einen schematischen Quarschnitt duroh 
eine Kuhlkammer einer Hochdruckgefrier- 
apparatur mit einer darin aingesetzten Pro- 
benhalterung fur zylindrische, diinne ss 

Fig. 4-B eine vergrfleserte Einzelheit gemass Aus- 
6ChnittBinFig.4-A 

□er Probenhalter gemass Fig. 1 weist ein massi- 30 
ves, metalisches gut warmeleitendes Rohr 1 auf (vor- 
zugsweise aus Kupfer, innendurchmesser 
vorzugsweise Im MHIimeterbereich, WandstarkB ent- 
sprechend dem Innendurchmesser, Lfinge je nach 
Anforderungen im Bereich zwischen ca. 10 bis 20 mm). 35 
Dieses Rohr 1 weist an beiden Stirnseiten eine Ausneh- 
mung 2 auf , welche beispielsweise in der Form eines 
Kbnus ausgestaltet sein kann und zur Aufnahme der 
Anschlusse for das Druckubertragungsmittel dient In 
diesem Rohr 1 ist ein sehr dunrtwandiges zweites Rohr *o 
3 aus elnem ralativ giitwaxmelettenden WerkstoH, vor- 
zugsweise einem geeigneten Polymer, eingesetzt, des- 
sen Lange vorzugsweise der Lflnge des Rohres 1 
entspricht, und das mit den zur Weiterverarbeitung von 
Proben ublichen Werkzeugen geschnitten warden 45 
kann. Polymer- und Metallrohr slnd durch sine sehr 
dQnne Schicht 4 einer nicht mit Wasser mischbaren 
Subslanz, vorzugsweise eines Kbhlenwasserstoffs (z.B 
1-Penten, 1-Chlorbutan, etc.) getrermt, die einen sehr 
niedrlgen Qefrierpunkt (<-l20«C) aufwelst. Diese so 
Schicht 4 wind dadurch gebildet, dass eine verhaitnis- 
massig jdicke", wasserhaltige Probe S in das,, ROhrchen 
3 eingebracht, dieses anschliessend In die Flussigkeit, 
z.B. den Kohlenwasseretoff 4 eingetaucht und in das 
Rohr 1 eingeschoben wlrd. Oberflussiger Kohlenwas- 55 
serstoff tr'rtt an der Gegenseite des Rohres 1 aus und 
kann dort manuell abgewischt warden. Wahrend des 
Verfahrens des Hochdruckgefrierens befindet sich die 



Probe S im PolymerrChrchen 3. 

Der Probenhalter gemass Hg. 2 eignet sich fur 
zyindrische, .dunne" Proben 6 mit einem Durchmesser 
vorzugsweise im Bereich von max. 0.3mm. Er weist 
eine gut warmelettende metalllsche Kaplllare 7 auf. die 
in einer bevorzugten AusfQhrungsform aus Kupfer 
besteht, einen bevorzugten Innendurchmesser Im 
Bereich zwischen 0.1 bis 0.5 mm, vorzugsweise von 0.3 
mm, sowle eine bevorzugte WandstarkB Im Bereich von 
0.3 bis 0.5 mm aufwelst. Dlese Kaplllare 7 Ist an beiden 
Stirnseiten mit je einer Ausnehmung, beispielsweise 
elnem Innenkonus 2, zur Aufnahme der Anschlusse von 
Leitungen, beispielsweise fur ein Druckubertragungs- 
mittel (Hochdructdeltungen) ausgestattet. Die Umman- 
telung 8 in der Form eines Hohlzylindere umgibt diese 
Kapillare 7 und etellt einen integralen Bestandteil des 
Probenhalters dar. Sie ist vorzugsweise aus rostfreiem 
Stahl hergestellt und weist in ihrem mittleren Teil eine 
Ausnehmung In der Form eines ScHrtzes 9 quer zur 
Hauptachse sowie in axialer Richtung eine Bohrung mit 
einem Durchmesser entsprechend dem Aussendurch- 
messer der Kapilare 7 auf. Die Kapillare 7 wird form- 
schlussig in diese Ummantelung 8 gepreest Diese 
Ummarttelung 8 gestattet ein einfaches Manipuliaren 
der Probenhalter, verhindert das Knicken der dunnen 
Metallkapillaren balm Einspannen in die Hochdruckein- 
frieranlage und erlaubt es, die Proben nach Abschlues 
des Einfrierzytdus problemlos aus der Apparatur zu ent- 
fernen, da eki Klemmen durch daformierte Kapillaren- 
densicher verhindert wird. 

WAhrend des Hochdruckgefrierens befindet sich 
eine wasserhaltige, dunne Probe 6, welche ihrerseits in 
eine Kapillare 10 aus einem porosen Potymerwerkstoff 
geftllt ist, im Innern der Metallkapillare 7. Der Polymer- 
werkstoff soil einerseits poros sein und anderseits mit 
den zur Weiterverarbeitung von biologischen Proben 
ublichen Werkzeugen geschnitten werden kflnnen. Bei- 
spielsweise erfOllen Kapilaren bus porflser Zellulose, 
wie sie in Blutdialyse-Einheiten verwendet werden, 
diese beide Kriterien. In einer bevorzugten AusfQh- 
rungsform weist eine derartige Kapilare 10 einen 
Innendurchmesser im Bereich von 0.1 bis0.5 mm sowie 
eine Wandstarke im Bereich von 0.01 bis 0.1 mm auf. 
Die Kapillare 10 aus dem porosen Werkstotf wird nach 
Eintauchen in eine nicht mit Wasser mischbare FUssig- 
keit 4, vorzugsweise elnem Kohlenwasserstofl bzw. 
einem halogenierten Kohlenwasserstofl (z.B. 1-Penten, 
1-Chiorbutan, usw.), der einen nledrigen Qefrierpunkt 
aufweist (<-120°O, in die Metallkapillare 7 eingefuhrt. 
Dadurch werden die Kapillare 10 aus dem porosen 
Werkstoff und die Metalkapillare 7 durch eine diinne 
Schicht der Substanz 4, vorzugsweise eines Kbhlen- 
wasserstoffs voneinartder getrenrrt. 

Die vorzugsweise eingesetzten Zellulosekapillaren 
stammen beispielsweise aus Blutdialyse-Einheiten. Sie 
sind polyvalent einsetzbar und ermoglichen 96. Ueine 
Organismen (z.B. Nematoden), Einzeller, Mikroorganis- 
men, aber auch Gewebe-Mikrobiopsien (Hirn, Leber, 
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etc.), 8cwie Gele, Suspensionen usw. unter hohem 
□ruck zu frieren. 

Der Probenhalter gemass Fig. 3 eignet sich eben- 
falls far zylindrische, verhaltnismassig dunne Proben 6 
mlt elnem Durchmesser Im Berelch von max. 0.3mm 
und besteht auB einer gut warmelertenden Metallkapil- 
lare 7 (vorzugsweise bus Kupfer), die an lhren Stlrneel- 
ten rrit je einer Ausnehmung 2, beispielsweise in der 
Form eJnes tonus, zur Aufnahme der AnschlQsse fDr 
das Druckubertragungsmlltel versehen 1st. 

Im Unterachied zum Probenhalter aus Fig. 2 ist die 
Kapillare 7 an Ihren belden Stlrnselten mlt je elnem 
Hohlzylinder 11, vorzugeweiee aus rostfreiem Stahl 
ummantelt, welche elnen Integralen Bestandtel des 
Probenhalters darstellt und zusammen mit diesem 
manipuliert werden. Der Unterschied zur Ummantelung 
8 aus Rg. 2 basteht darln, dass die Abkflhlung der 
Probe effizierrter ist, der Probenhalter jedoch insgeeamt 
weniger stabil Ist. Die wasserhaltige Probe 6 Im Innern 
der Metalkapillare 7 ist in eine Kapillare 10 der 
beschriebenen Art aus ainem porosen Polymerwark- 
stoff gefOlrt. Die Metallkapillare und die Kapillare aus 
dem porosen Werkstoff sind in der gleichen Art wie fur 
die ProbenhaltBr bus Fig. 1 und 2 beschrieben durch 
eine Schicht einer nicht mit VUasser mischbaren Sub- 
stanz 4, vorzugsweise einas Kohlenwasserstoffas bzw. 
halogenierten Kohlenwaaserstoffe (z.B. 1-Pertten. 1- 
Chlorbutan, etc.) getrennt, welcher einen sehr niedrigen 
Qefrierpunkt (<-120"C) aufweist und eine optimale 
Warmeleitung zwisehen Probe 6 und Metallkapillare 7 
gewahrlaistet. 

Die Lange der Kapillare 7 kann derart gewahlt wer- 
den, dass diese entweder mnerhalb der Ummantelung 
8 bzw. 1 1 0der bOndig rrit deren Frontf lache endet (Hg. 
2-A und 3-A) oder mit einem Oder beiden Ertden aus 
der Ummantelung herausragt. Das Ftohr 1 oder die 
Ummantelung 8 bzw. 11 kann an ihrer Aussenf lache mit 
einer Ausnehmung In der Form einer Ringnut versehen 
sein. Diese Ausnehmung dient dazu, das Rohr 1 bzw. 
die Ummantelung 3 bzw. 11 und damit das Rohrchen 3 
bzw. die Kapillare 7 an einer vorbestimmten Stelle in 
einem Probenhalteraufnehmer 13 einer Untersu- 
chungsanlage, beispielsweise einer Hochdruckgefrier- 
anlage, zu verankern. 

Das Verfahren zur Verwendung der erfmdungsge- 
massen Probenhalter zum Zwecks des Hochdruckain- 
frierens wasserhalliger Proben weist die nachfolgenden 
Verfahrensschritte auf. FOr die verhaltnismassig ,dk- 
ken* Proben der Hg. 1 wird das gleiche Verfahren ange- 
wendet; die Manipulatlonen sind jedoch einfacher 
auszufuhren, da die Dimensionen grosser sind. Die 
wasserhaltigen Proben 6, vorzugsweise aus btologi- 
schem Material, werden folgendermassen in die porO- 
6en Kapillaren 1 0 und die Metalfcapillare 7 eingebrachl: 
Die Kapillaren 10, vorzugsweise aus poroser Zellulose, 
werden in an sich bekarmter Weise mit einem geeigne- 
ten KlabstoH In Pipettenspitzen aus Kunststoff (Spitzen 
von sogenannten Eppendorf®-Mikropipetten) gekJebt. 



Durch Aufsetzen dieeer Spitzen auf eine Mikropipette 
von entsprechender Grosse wird die Probe unter Beob- 
achtung durch eine Steredupe entweder durch AusnUt- 
zung der Kapillarkrafte Oder durch leichtes Ansaugen in 

6 die porOse Kapillare 10 eingefflllt Bei den heute ver- 
wendeten Biopeienadeln muss das mikrobiopsierte 
Geweba vor dem Aufsaugen der Lange nach mit einer 
Rasierklrige oder einem anderen geelgneten Instru- 
ment geteilt werden. 

w Unter Beobachtung durch eine Stereolupe werden 
die Probenhalter in eine mit Flussigkeit 4, vorzugsweise 
elnem nicht mlt Wasser mischbaren Kohlenwasserstoff 
bzw. halogenierten Kohlenwasserstoff rrit tiefem 
Schmelzpunkt gefflllte Pefrlschale gelegt, wodurch sich 

is die Metallkapillaren 7 mit der Flussigkeit auflullen. Ein 
auf dem Boden der Petrischale liegendes Filterpapier 
dient zum En Kg rnen UberschOssiger Probenflussigkeit 
an der Oberfiache der mit der Probe 6 gefullten Kapil- 
lare 10 aus porflsem Werkstoff. Die derart von Gber- 

20 scnussiger Proberrilussigkeit befreite Kapillare 10 wird 
mit Hitfe zweier Pinzetten oder anderer geeigneter 
Instruments manuell in die MetaHkapilaren 7 einge- 
fuhrt. Die Lange der porosen Kapillare 10 sollte dabei 
der Lflngs der Metalkapilare 7 entsprechen. Dies ist 

ss wichtig, da durch den Einfrierzyklus nur derjenige 
Bereich der Probe 6 in der porflsen Kapillare 10 gut 
gefroren wird, der sich im Bereich der Metallkapillare 7 
befindel, welcher nicht von der Ummantelung 8 bzw. 11 
ummantelt ist. Das BestOckan der Probenhalter mit der 

so Probe 6 sollte nur wenige Sekunden dauem, urn 
FremdeinllQsse auf die Probe 6 so gering wie moglich 
zu halten. Die bestucWen Probehalter werden unver- 
zOglich emgefroren. 

Das Verfahren zum Einfrieren der erfindungsge- 

35 massen Probenhalter unter hohem Druck wird in der 
Fig A an einem Probenhalter 12 gemass Rg. 3 erlflu- 
terl, git jedoch sinngemass auch fQr die Probenhalter, 
die in Figur 1 und 2 dargeslellt sind. hi Fig.4 wird der 
Probenhalter 12 in einen Probenhalteraufnehmer 13 an 

40 sich bekannter Konstruktion eingesetzt und mittels 
eines O-Ringes 14 festgekJemmt. Ist das Rohr 1 oder 
die Ummantelung 8 bzw. 11 an ihrer Aussenf lache mit 
einer Ringnut ausgestattet so wird der Probenhalter 12 
mittels einer an sich bekannten Konstruktion durch 

45 einen Querbolzen, welcher durch eine Bohrung im Pro- 
benhaKeraulnehmer 13 e'mgefuhrt wird und in die Ring- 
nut passt, an einer vorbestimmten Stelle des 
Probenhalferaufnehmers 13 befestigt Anschliessend 

so vorgesehenen zentrierten Bohrungen IS einer Hoch- 
druckgefrieranlage eingefiihrt Die beiden Ummante- 
lungen 11 des Probenhalters 12 passen dabei in die 
zentrierten Bohrungen IS. Die zerrtrale Partie des Pro- 
benhalters 12, entsprechend dem nicht ummantelten 

ss Teil der Metallkapillare 7. liegt in einem Hohlraum 16, 
der von einem Schlilz der zylindrischen Fiihrung 17 
gebildet wid. Dieser ist notwendig, um mOglichst 
grosse Volumina des Kuhlmittels (K) pro Zeiteinheit auf 
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den Probenhaller 12 auhreffen zu lassen. 

Der Prabenhalter wird anschliessend an den Krete- 
lauf des r>uckutertragjngsmittels angeschlossen: Die 
Metallkapillare 7 des Probenhalters 12 wird an ihrem 
elnen Ende duroh einen masslven tonus 18, mK elner 
bestjmmten Kraft (F), welche beispielsweise durch 
elnen PressMtzyllnder 19 erzeugt wird. an die konlsche 
Oflnung einer HochdrueWeilung 20 gepresst. Der 
Kbnus 18 kann auch durch ekie In elnem Schraubenge- 
wlnde des Probenhdteraufnehmers 13 bewegllche 
Schraube gegen die de Metallkapillare 1 bzw. 7 
abschllessende. kegerfdrmlge Ausnehmung 2 bewegt 
werden und dadurch die Metallkapillare 1 bzw. 7 an 
elnem Ende dlcht verschlossen werden. Dies 1st zweck- 
massig, wenn die Lange der Metallkapillare 7 so 
gewsnlt wird, dass ernes ihrer Enden uber die Umman- 
telung 8 bzw. 11 In de zentrale Bohrung 15 des Pro- 
benhalteraufnehmere 13 hinausragt Die Probe 6 wird 
nun dicht mil dem HochdrucksyBtem, d.h. der tonbch 
zugespitzten HochdrucHeitung 20 verbunden und in 
den Bohrungen 1 5 f bdert. Die mit elnem Druckflberlra- 
gungsmittel. beispielsweise Hydraulkol 21, gefailte 
HochdrucMeitung 20, welche mit einem Druckgenerator 

22 verbunden ist, setzt die Probe 6 Im gewOnschten 
Zeitpunkt unter den gewahlten hohen Druck und diese 
wird anschliessend eingefroran. 

□as KOhlmittel wird durch eine massive, nicht dar- 
gestellte ZulOhrung, die den Hohlraum 16 vollstandig 
umgibt, kurzzeitig auf die Metallkapillare 7 umgelenkt 
Durch mechanische Kopplung der KuhlmitteJablefikijng 
und der Auskteung der Arretierung des Drucktobens 

23 werden innerhalb eines Zeitraum6 im Bereich von 
0.10 bis 50 msec, vorzugsweise unter 20 msec, bei- 
spielsweise urn 10 msec, Druckwerte im Bereich zwi- 
schen 1000 und 3000 bar, vorzugsweise in einem 
Bereich zwischen 1600 und 2045 bar in der Probe 6 
erreicht Synchron dazu wird eine AbkCrtlung im 
Bereich zwischen 50 (fOnfzkj) und 10 s (1 Million) 
"K/see, vorzugswei6e von einigen 1000 "K/sec, an der 
Oberflache der Metallkapillare 7 erzieft. Dadurch ergbt 
slch In der Probe 6 eine Temperalur im Bereich zwi- 
schen - 90 und - 196 °C, wodurch diese ein gefroren 
wird. Die In Fig. 1 dargestellten verhaltnismassig ,dik- 
ken" Proben konnen zweckmassigerweise auch mit 
kleineren AbkQhlgeschwindlgkeiten (unter 5000 0 K/sec) 
eingefroran werden. Zum AbkOHen wird ein kommerzi- 
ell erhaltliches Kuhlmittel, vorzugsweise ein Kbhlenwas- 
serstoH mit niedrigem Siedepunkt, beispielsweise 
Propan, eingesetzt, welches in einem Metalttank gela- 
gert wird, welcher von aussen mit flussigem Stickstoff 
auf eine Temperatur von ca. - 180°C vorgekuhtt wird. 

Unmittelbar nach dem Einfrieren der Probe 6 wird 
der Pressluftkolben 24 des Pressluftzylinders 19 
zuruckgezogen und die Probe 6 im ProbenhaHer 12 mit 
Hilfe des Handgriffes 25 am Prcbenhafteraufnehmer 13 
aus der Hochdruckgelrieranlage entnommen und bei 
Atmospharendruck unverzOgich in fldssigen Stickstoff 
getaucht. UrrterfUsslgem Stickstoff wird der Prabenhal- 



ter 12 mit Hilfe einer Pinzette manuell aus dem Proben- 
halteraufnehmer 13 entnommen. Der Probenhaller 12 
wird bis zur wefteren VerarbeHung der Probe 6 in flussi- 
gem Stickstoff aufbewahrt. 

s Die nunmehr gefrorene Probe 6 wird folgendermas- 
sen aus dem Probenhalter 12 entternt: Der Probenhal- 
ter 12 wird unter flussigem Stickstoff In elnen 
Kryostaten gebracht Bei der Temperatur des Kryostaten 
0m Bereich von - 90 Us -140 "C , beispielsweise - 

w 120»C) schmllztder Kohlenwasserstoff 4 (z.B. 1-Penten 
mit einem Schmelzpunkt von -165°C), der die Zellul06e- 
kaplllare 10 umgibt. Dadurch lassen slch mft Hilfe elnes 
gekuhlten fjm Bereich urn -120"C) Zylindere, vorzugs- 
weise elnes metaJltschen Instruments, zum Belsplel 

75 eine6 Bohrers mit ent6prechendem Durchmesser, die 
gefrorenen Kapillaren 10 aus dem porosen Polymer- 
werkstoff unter Baobachtung durch eine Stereolupe aus 
dem metallischen Hohlzylinder 7 manuell herausschie- 
ben. Die derart entnommene Kapillara 1 0 mit der Probe 

20 6 kann wiederum in flussigem Stickstoff gelagert Oder 
wailerverarbeitet werden. Anschliessend wird de Probe 
6 in den Kapilaren 10 der weiteren Verarbeftung nach 
einer der an sich bekannten Methoden zugefuhrt. Die 
Kapillare 10 bus dem porosen Polymerwerkstoff, vor- 

25 zugsweise aus poroaer Zellulose, start dabei nicht, ins- 
besondere bitdet sie kein Hindarnis fur das Schneiden 
der Probe Gleiches gilt fur die Manipulation der verhalt- 
nismassig jdckenT Proben 5. Das dunnwandige Poly- 
merrohrchen 3 des Probenrrarters aus Fig. 1, erlaubt 

ao er»rttaltekxleArtderVveiterverarberiung. 

PatontansprOchfl 

1. Probenhalter fur wasserhaftige Proben, vorzugs- 
3s weise fur das Gelrieren unter hohem Druck, 

(a) einen HoNzylinder (1, 7) aus elnem gut 
warmeleitenden, vorzugsweise einem metalli- 

40 schen Werkstoff aufweist , 

(b ) einen zylinderformigen Innenraum zur Auf- 
nahme einer Probe (6) aufweist, 

(c) welche sich ihrerseits in einem Hohlzylinder 
(3, 10) aus einem schnittfahkjen Werkstoff 

4S betindet, 

(d) wobei der Raum zwischen dem Hohlzylin- 
der (3, 10) und der Innenwand des Hohlzylin- 
ders (1,7) durch erie Schicht (4) ausgefulrt ist, 
welche bei Raumtemperatur flussig ist. 

so 

2. Probenhalter nach Paterrtanspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Hohlzyinder (3) ein 
Rohrchen aus einem polymeren Werkstoff ist. 

55 3. Probenhalter nach Paterrtanspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Hohlzylinder (10) eine 
Kapillare bus einem porosen Polymerwerkstoff, vor- 
zugsweise aus pordser Zellulose. ist. 
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4. Probenhalter nach Patentanspruch 1 bis 3, dadureh 
gekennzeichnet dass der Hohlzylinder (1, 7) an 
seinen beidan StirnseHen je eine Ausnehmung (2) 
zum Anschlieseen von Leitungen, v 
von Dmckubertragungsleitungen, aufweist. 



Druekubertragungskreislaufs einer an sich 
bekannten Hochdruckgefrieranlage ange- 



i 1, 3 und 4. 
dadureh gekennzeichnet. dass er eine Ummante- 
lung (8) aufwelst welche aus el nam metalllschen 
Werksloff gearbeitet 1st, die Form elnes Hohlzylln- to 
ders aufweist, weleher eeinerseits mit einer Boh- 
rung In axlaler Rlchtung zur Aufnahme einer 
Metallkapilare (7) sowie in seinem zentralen 
Berelch mrt elnem In radlaler Rlchtung angeordne- 
ten Hohlraum (9) in der Form eines Schlitzes aus- is 
gestattet ist. 

6. Probenhalter nach Patentanspruch 1, 3 und 4, 
dadureh gekennzeichnet. dass er an beiden Slirn- 
aeiten je einen Hohlzylinder (11) aufweist, welche zo 
zur Aufnahme der Metallkapillare (7] denen, diesa 
jedoch nicht auf ihrer gesamten Lange umfassen. 

7. Probenhalter nach Patentanspruch 1 bis 6. dadureh 
gekennzeichnet dass die Scricht (4) aus einer ss 
wasserunloslichen Substanz. vorzugsweise einem 
Kohlenwasserstoff mit niedrigem Gefrierpunkt 



(e) die Probe (6) kurzzeilig unter hohen Druck 
gesetztwlrd, 

(f) die Probe (6) im Hohlzylinder (1, 7) kurzzei- 
tig stark abgekflhlt und dadureh elngefroren 
wird, 

(g) die Probe (6) Im Hohlzylinder (1. 7) emeut 
unter atmospharlschen Druck gesetzt wlrd, 

(h) die Probe (6) im Hohlzylinder (1 , 7) auf eine 
Temperatur gebracht wlrd, bel der die gefro- 
rene SchicW (4) schmilzt, 

(0 die In der porOsen Kaplllare (10) bzw. dem 



durch Einfuhren eines entsprechend dimensio- 
nierten Instruments an der Stim&eite des Hohl- 
zylinders (1 , 7) manuell aus dem Hohlzylinder 
(1, 7) hinausgestossen und 
(j) in diesem Zustand der weileren Verarbei- 
tung zugef uhrt wird. 

11. Verfahren nach Patentanspruch 10, dadureh 
gekennzeichnet, dass der Hohlzyfnder(10) eine 
Kapillare aus einem porosen Polymerwerkstoff, vor- 
zugsweise aus poroser Zellulose. ist und die Probe 
(6) durch Kapillarkrafie in die Kapillare (10) gelullt 



8. Probenhalter nach Patentanspruch 1, 3 bis 7 so 12. Verfahren nach Patentanspruch 10, dadureh 
dadureh gekennzeichnet. dass die Metallkapillare gekennzeichnet, dass der Hohlzyinder(IO) eine 
(7) einen Irmendurchmesser im Bereich von 0. 1 bis Kapillare aus einem porosen Polymerwerkstoff, vor- 
0.5 mm und eine Wandstflrka im Bereich von 0,3 zugsweise poroser Zellulose ist und die Probe (6) 
bis 0.5 mm aufweist. durch Ansaugen in die Kapillare (1 0) gefOlit wird. 

ss 

9. Probenhalter nach Patentanspruch 1. 3 bis 8, 13. Verfahren nach Patentanspruch 10 bis 12, dadureh 
dadureh gekennzeichnet, dass die Kapillare (10) gekennzeichnet, dass die Flussigkeit (4) im Innen- 
aus dem porosen Polymerwerkstoff einen Innen- raum des Hohlzylinders (1,7) ein nicht mit Wasser 
durchmesser im Bereich von 0.1 bis 0.5 mm und mischbarer Kohlenwasserstoff bzw. halogenierter 
ere Wandstarke im Bereich von 0,01 bis 0.1 mm *o Kohlenwasserstoff mil tieiem Schmetzpunkt ist 



14. Verfahren nach Patentanspruch 10 bis 13, dadureh 

10. Verfahren zur Verwendung des ProbenhaKers nach gekennzeichnet dass der gewahfte Druckwert 

Anspruch 1 for das Gefrieren wasserhaltiger Pro- innerhalb von 0.10 bis 50 msec, vorzugsweise 

ben unter hohem Druck, dadureh gekenn- <s wenlger als 20 msec, In der Probe (6) aufgebaut 

zelchnet, dass wird. 

(a) die wasserhaHIgs Probe (6) In einen Hohl- 15. Verfehren nach Patentanspruch 10 bis 14. dadureh 
zylinder (3 bzw. 10) eingefullt wird, gekennzeichnet, dass der Druckwert in der Probe 

(b) der zylindrische Innenraum eines metalli- so (6) im Bereich zwischen 1000 und 3000 bar, vor- 
schen Hohlzylinders (1 , 7) mit einer bei Raum- zugsweise zwischen 1 600 bis 2045 bar, liegt. 
temperatur flQssigen Substanz (4) aufgefullt 

wlrd, 1 6. Verfahren nach Patentanspruch 10 bis 1 5, dadureh 

(c ) die mit der Probe (6) gefullte Kapillare (3, gekennzeichnet, dass an der Oberflache der 
10) manuel in den Innenraum des Hohlzylin- ss Metallkapillare (7) eine AbkOhlungsgeschwindigkeit 
ders (1 . 7) eingefiihrt wird, von 5000 bis 1 0* (1 Million) "Kfeec und eine Tempe- 

(d) der derart gefullte Hohlzylinder (1 , 7) an die ratur in der Probe (6) zwischen - 90 und - 1 96 'C 
entsprechenden Aufnahmevorricfrtungen des erreicht wird. 
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17. Vertehren nach Patentanspruch 10 bis 16, dadurch 
gekemzeichnel. dass ale Kuhlmittel ein Kbhlen- 
wasserstoff mil niedrigem Siedepunkt verwendet 
wird, der (rit f lossigem Stickstoff auf eine Tempera- 
tur von - 1 80 °C vorgekflhrt wird. e 

18. Vertahran nach Patentanspruch 10 brs 17. dadurch 
gekemzeichnel. dass der Probenharter (12) nach 
dem Gefriervorgang auf sine Temperatur Im 
Berelch von - 90 bis - 140 "C gebracht wird, w 
wodurch die Schicht (4) schmilzt. 
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